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Use of secondary metabolites of freshwater and marine organisms, as natural antifouling agents, is new. 

USE- The secondary metabolites may be used for protection of, e.g., ship hulls, navigational aids and 
off-shore facilities against fouling by, e.g., algae, mussels and bacteria. 

ADVANTAGE- The secondary metabolites, which may include the compounds cyanobacterin and 
thomasterol A sulphate, are non-toxic, are easy to handle, are effective in low concentrations and may be 
produced in large quantities. 
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@ Verwendung biogener Wirkstoffe aus dam Cyanobacterium Scytonema hof manni und dem Gemeinen 
Seestern Astertas rubens als naturliche Antifouling*Wirkstoffe 

© Die Effindung bezieht sich auf ein Verfahren der Etnbet- 

tung von biogenon WIrkstoffen aus Cyanobacterien und 

Seesternen in bestimmte Beschichtungen von Oberflachen, 

um eina Besiedlung dieser durch Bewuchsorganisnnen zu 

verhlndern. Als Modellbewuchsorganisnnus wird die Kiese- 

lalge Nitzschia pusilia gewahlt. Bel den biogenen WIrkstof- 
fen handelt es sich um Rohcyanobacterin, gewonnen aus 

dem im SuBwasser vorkommenden benthischen Cyanobac- 
terium Scytonema hofmanni und um Rohsaponin, gewonnen 

aus dem marinen Gemeinen Seestern Asterias rubens. 0\e 

o, g. Antifou ling wirkstoffe werden in die Beschichtungen, 

die die Oberflachen umgeben, in 0,25%-2,5% Gewichtspro- 

zenten appliziert. Mdgliche Anwendungsgeblete sind die 

Schiffahrt, See- und Hafenbau sowie offshore-Tech nik. 
^ Der Vorteil dieser naturlichen Antifoulingwirkstoffe besteht 

im Gegensatz zu den herkommlichen giftigen Bioziden darin, 
^ da(^ sie aus SuHwasser- und Meeresorganismen gewonnen 
CSi werden, nicht toxisch und somit von entscheid nder Bedeu- 
C9 tung fur die Entlastung der Umwelt sind. Si sind in groQen 
<P Mengen verfugbar, in geringen Konzentrati nen einsetzbar 
9 und einfach in ihrer Handhabung. 
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Beschreibung 



Die Erfmdung mit der Bezeichnung *Verwendung biogener Wirkstoffe aus dem Cyanobacterium Scytonema 
hofmanni und dem Gemeinen Seestern Asterias rubens als natOiiiche Antifouling- Wirkstoffe" betrifft den 
Einsatz o.g. Wirkstoffe als Antifouling-Wirkstoffe zum Schutz von Oberflachen gegen den Bewuchs durch 
Foulmgorganismen. 

Unterwasserstrukturen wie z. B. Schiff sriimpf e, Seezeichen, Haf en- und off-shore-Anlagen mussen aus 6kono- 
mischen und dkologischen Grunden gegen den Bewuchs (FoulingX der aus einer kompiexen Schicht von 
Foulingorganismen wie Bakterien, Mikroalgen. Makroalgen, Seepocken und Muscheln besteht, geschOtzt wer- 
den. Insbesondere bei Schiffen erhdht sich durch den Bewuchs des Schiffsrumpfes der Reibungswiderstand un 
Wasser, was zu einem groBeren Treibstoffverbrauch, erhdhter Korrosionsan^gkeit und erhdhter COa-Enus- 
sion fuhrt Die Dockungsintervaiie verkurzen sich; die Unterhaltungs- und Wartungskosten erhdhen sidu 

Das auf diesem Gebiet weltweit vorwiegend praktizierte und effektivste Verfahren besteht deshalb in einer 
Beschichtung der entsprechenden Oberflichen mit hochgiftigen Antifouiinganstrichen. Der Antifouiinganstrich 
besteht in der Regel aus einem Btndemittel, einem oder mehreren hochgiftigen Bioziden und Pigmenten. 

Als Bindemittei werden z. B. Kolophonium, Fettsaurederivate, Poly(meth)acrylate. Polyester, Polyurethane, 
Epoxidverbindungen, Chlorkautschuk, Harze oder andere, filmbildende Systeme emgesetzt Innerhalb der Biozi- 
de werden wegen der biologischen Vielfalt der als Bewuchsorganismen in Frage kommenden Tier-, Pflanzen- 
und Mikroorganismengruppen Breitbandgif te (vorwiegend SchwermetaUe und in jiingster Zeit vor allem Kup- 
fer (I) saize wie z. B. Kupfer (I)-oxid oder organische Zinnverbindungen wie z. B. TributyIziniK>xkl) verwcndet 
Als Pigmente werden entweder schwer wasserldsliche Pigmente wie z. B. Zinkoxid oder wasserunldsbche 
Pigmente wie z. B, Titandioxid oder Eisenoxid verwendet Die wasserunldslichen Pigmente verzdgem hierbei 
auf grund ihrer Eigenschaften die schnelle Aufldsung des Farbsystems. 

Die Bntwicklung von Antifouling- Anstrichstoffen fOhrte zu nachfolgenden verschiedenen Typen (Holzapf el & 
Rotherl988): 

1. Antifoulings mit Idsiicher Matrix (Bindemittei : KLolophonium, Fettsaurederivate): . . u 
Gleichzeitiges Herausldsen von Biozid und Bindemittei Bewuchsschutzvermdgen durch kontmuierhche 
Biozidabgabe bis zur Grenze der Lebensdauer der Schicht, relative kurze Lebensdauer der Schicht, weiche 
Antifoulingschicht» Rauhigkeitsanstieg. 

2. Antifoulings mit unldslicher Matrix (Bindemittei: Chlorkautschuk, Vinylharze): 

Biozid diffundiert aus Bindemittehnatrix heraus, keine gleichmaBige Biozidabgabe durch unterschiedliches 
Konzentrationsgefille, verbrauchte Antifoulingschicht muB entfemt werden, Rauhigkeitsanstieg. 

3. Selbstpolierende Antifoulings (Bindemittei: zinnhaltigeAcrylatcopolymere): 

Biozid wird durch Hydrolyse des Bindemittels kontinuierlich freigesetzt, die verbleibende Polymermatnx ist 
wasseridslich und wird "abpoliert". 

Der Einsatz von Bioziden "m den beiden erstgenannten Typen ist in hoher Konzentration erforderlich, in 
selbstpollerenden Antifoulings in deutlich geringerer Konzentration zweckmaBig. 

Die o. g. Breitbandgifte bewirken jedoch neben der Verhinderung der Ansiedlung von Foulingorgamsmen 
auch gravierende Schaden an '^ichtzielorganismen" (z. B. Immunschwache und verminderte Fortpflanzungsfa- 
higkeit bei Fischen, Sterilitat bei Schnecken und Muscheln) und belasten damit unsere Gewasser erhebhch. 
Somit zelchnet sich die Notwendigkeit des Einsatzes altemativer Methoden zur Foulingbekimpfung ab. 

Die auBerordentiich vielfaltigen Versuche, alternative Strategien zum Einsatz von kupfer- und zinnfreien 
45 Antifoulings zu entwkkehi, haben zu einer Viehsahl von verschiedenen physik^isch/mechanischen, physikal^ch^ 
chemischen und biologisch/biochemischen Ansatzen der Bewuchsverhinderung gefOhrt, die in der Praxis jedodi 
nochnicht vol! einsetzbarsind (Von OertzenetaL 1989, Abarzua&Jakubowski 1995). . . j er 

Innerhalb der biologisch/biochemischen Methoden zur Foulingbekimpfung scheint die Substitution der hir 
Antifoulinganstriche verwendeten giftigen Biozide durch biogene, nicht toxische Wirkstoffe die aussichtsreichs- 
50 te und umweltschonendste Methode der Bewuchsverhinderung zu sein (Abarzua & JakubowsW 1995). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, biogene Wirkstoffe aus SuBwasser- und Meeresorganismen zu 
isoUeren und in bestimmte Beschichtungen von Oberflachen einzubetten, um eine Besiedlung dieser durch 
Bewuchsorganismen zu verhindem, ohne toxische Effekte hervorzurufen. Diese Aufgabe wird dadurch gelost, 
daB die biogenen Wirkstoffe aus benthischen Cyanobacterien (Blaualgen) und marinen Invertebraten (Wirbeuo- 
se) isoliert werden, von denen bekannt ist, daB sie eine Reihe von Sekundarmetaboliten produzieren, die sie 
gegen Bewuchsdruck schutzen kdnnen. Als Ergebnis des Screenings von 30 benthischen Cyanobactenen- mid 
marinen Invertebratenspecies kristallisierten sich das benthische Cyanobacterium Scytonema hofmanm und der 
marine Gemeine Seestern Asterias rubens als eff ektive Produzenten von spezifischen Wbkstof fen zim Schutz 
gegen Bewuchsdruck heraus. Als Modellbewuchsorganismus im Labor wird die Kieselaige Nitzschia pusilla 

verwendet , , « i ja * u r* 

Nach Aufkonzentrierung und chromatographischer Reinigung der Extrakte kdnnen SekundirmetaboUt 
isoliert werden, fur die in der Literatur bislang f Igende Strukturen vorgeschlagen werden: 
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ErfindungsgemaB sind organische Ldsungsmittel wie Ether, Hexan, Benzen, Ethanol, Chloroform, Xylol oder 
Naphtha geeignete Ldsungsmittel fOr Cyanobacterin; Essigsaurebutylester und Essigsaurepropylester fur Sapo- 
nine. 

Die Isolierung (Extraktion) der spezifischen Sekundarmetaboiite aus dem benthischen Cyanobacterium Scy- 
tonema hof manni und dem Gemeinen Seestem Asterias rubens und deren biologische Testung auf die Kieselal- 25 
ge Nitzschia pusilla (Agardiffusionstest, Adhasionstest, Toxizitatstest) soil an folgenden AusfOhrungsbeispielen 
erlautertwerden. 

Beispiel 1 

30 

Kultivierung von Scytonema hofmanni 

Scytonema hofmanni Ag. UTEX B 1581 wird von der Austin Collection der Universitdt Texas (USA) bezogen. 
S. hofmanni wird in einem Cyanobacterienmedium nach JQttner et aL (1983) (pH = 7,7) bei 25*C und Dauerlicht 
(15 jiE m~2 • s" ^) in Batchkultur kultiviert Die Beluftung erfolgt durch ein Luft/C02-Geniisch (03 VoL-%). Die 35 
die biogenen Wirkstoff e produzierenden Cyanobacterien werden nach 21 Tagen Kultivierung geemtet 

Beispiel 2 

Isolierung von Rohcyanobacterin (Extraktion von S. hofmanni) 40 

Die Zellen von S. hofmanni werden filtriert, das dabei entstehende Pellet in kleine Telle zerschnitten. Die 
Frischmasse wird in Tris-HCl-Puffer (pH = 7,5) resuspendiert, im Ultraschailbad homogenisiert, zentrifugiert 
und emeut filtriert, anschlieBend lyophilisiert und gemahleiL 1 g lyophilisierte und gemahlene Trockenmasse von 
S. hofmanni wird mit 50 ml TBE, Chloroform, Benzen oder Hexan fQr 30 min im tntraschallbad extrahiert und 2 45 
X bei Raumtemperatur reextrahiert Nach Zentrifugation werden die Rohextrakte vereinigt, filtriert und die 
zurQckbleibende Rohcyanobacterinldsung bis zur Trockne eingeengt 

Beispiel 3 

50 

Sammein von Asterias rubens 

Mehrere Kilogramm des Gemeinen Seestems Asterias rubens (Grofie 3— 15 cm) werden in der Ostsee 
(Dinische Ostseekiiste, Kleiner Belt, Fredericia) in ca. 20 m Tiefe gesammelt 

55 

Beispiel 4 

Isolierung von Rohsaponin (Extraktion von A. rubens) 

Die frischen Seesteme werden gesaubert, mit Ethanol (Endkonzentration 80%) Gbergossen und fiber Nacht 60 
stehengelassen. Der Rohextrakt wird nach Filtration fiber Papierfllter auf 1/3 des Gesamtvolumens im Valaium 
eingeengt und anschlieBend mit Chloroform ausgeschfittelt Die Chloroformphase wird abgetrennt und die 
Rohsaponine durch Ausfallen mit Aceton aus der zur Trockne eingeengten w^rig-ethanolischen Extraktldsung 
als kompakter weifier Niederschlag gewonnen. Im AnschluB erfolgt eine Reinigung der Rohsap nine durch 
Ausfallen von stdrenden Begleitstoffen (MakromolekUle, Salze) aus der waBrigen Rohsaponinldsung mit Etha- 65 
noL Die stdrenden Stoffe werden als kristalliner Niederschlag abfiltriert und die zurfickbleibende waBrige 
auf gereinigte Rohsaponinldsung wird im Vakuum zur Trockne eingeengt 
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BeispielS 
Kultivierung von Nitzschia pusilla 

5 Mit Nitzschia pusilla wird eine typische Art der im Mikrofoufingbewuchs vorkommendcn Kieselalge gewahit 
N pusilla wird in Batchkultur bei 15**C und Dauerlicht (20 yLE • m""^ • s"^) (Lichtkuhlkammer) in einem ASW- 
Medium (artificial seawater medium) (Van Baalen 1962) (pH == 73) axenisch kultiviert Da N- pusilla durch 
Probenahmen aus Schlickwatten des Jadebusens, Teilbereich Dangast und Vareler AuBenhafen (Nordsee) 
gewonnen und anschlieSend isoliert wird, ist neben einer sterilen Anzucht die kontinuierliche Behandlung mit 

10 einer Antibiotika-Ldsung (Streptomycin: Penicillin: Amphotericin = 40 : 20 : 0,25; bei Einsatz von 4 mg • ml" 
Streptomycin) notwendig (Round et aL 1990). Beluftet wird mit einem Luftgemisch (0,03 VoL-% CO2). 

BeispielS 

15 AgardifFusionstest mit N. pusilla 

Der Agardiffusionstest mit der Kieselalge N. pusilla wird zum Screening verschiedener Extrakte von S. 
hofmanni und A. rubens auf Wachstumsinhibierungseff ekte genutzt Die Agarplatten werden wie f olgt vorberei- 
tet: 10 ml N3hrmediunx bestehend aus ASW-Medium (Van Baalen 1962) unter Zusatz von 1,5% Agar werden 

20 steril in Petrischalen (0 50 mm) gegossen. Nach dem Abkfihlen der Agarplatten werden 0,2 ml einer Suspension 
von pusUla aus der logarithmischen Phase (4—5 • 10® Zellen • ml-^ (siehe Beispiel 5) gleichmSlBig auf die 
Agarplatten ausgespatelt Nach dem Trocknen der Algensuspension erfolgt das Ausstanzen eines Loches (0 = 
7 mm) aus der Agarschicht mit einem abgeflammten Korkbohrer im Zentrum der Agarplatte. Das durch 
verschiedene Extraktionsmittel gewonnene Rohcyanobacterin aus S. hofmanni (siehe Beispiel 2) wird in tert-Bu- 

25 tylmethylether (TBEX das Rohsaponin aus A . . rubens in Aqua dest (siehe Beispiel 4) in einer Konzentration von 
100 mg • ml""* geldst Zur Ermittlung der minimalen Hemmkonzentration werden aus diesen Losungen entspre- 
chende Vertlflnnungen hergestellt Die Menge der applizierte Extraktlosung pro Petrischale betragt in alien 
FiUen 50 fiL Die Wachstumshemmung wird vom Rand des Loches bis zum Rand der Hemmzone (in mm) nach 8 
Tagen Inkubation (3 Parailelen) in der LichtkOhlkammer fur iGeselalgen (15**Q 20 jiE • m"^ • s 0 gemessen. 

30 Die Wachstumshemmung der entsprechenden Ldsungsmittelkontrolle wird subtrahiert 

Tabelle 1 zeigt den EinfluB unterschicdlicher Konzentrationen des durch verschiedene Extraktionsmittel 
gewonnenen Rohcyanobacterins aus S. hofmanni auf das Wachstum von N. pusilla. 
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TabeUe 1 
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— -Ji—l 
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mittel 
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(mg . mT ) 
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(ftg pro Agarplatte) 


Wachstums- 
hemmung 
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Bezeichnung der Wachstumsheminung: 
keine Hemmung 
+ schwache Hemmung 
++ mittelstarke Hemmung 
+++ Starke Hemmung 
i M I sehr Starke Hemmung 



Eriautenmgen: 
Hemmzone in mm: 
0 

0,50- 2,75 
3,00- 6,50 
6,75-11,00 
> 11,00 



Aus TabeUe 1 ist deutlicfa zu erkennen, daB das R hcyanobacterin aus S. hofmanni unabhingig v m verwen- 
deten Extraktionsmittet eine starke Wachstumshemmung auf N. pusilla ausiibt Mk steigender Konzentration 
nimmt die Wachstumsinhibiening zu, wobei 0,002 mg ■ ml~^ (= 0,1 \ig pro Agarplatte) in alien Fallen die 
minimale Hemmk nzentration ausmacht 

Die nachfolgende Tab lie (TabeUe 2) zeigt den Effekt unterschiedlicher Konzentrationen des Rohsaponins 
von A. nibens auf das Wachstum von N pusiUa. 
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TabeUe2 
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Eiiauteningen: siehe Tabelie 1 



Die minimale Hemmkonzentration betrigt bei dieser Applikation 2 mg • mk~^{^\00\Lg pro Agarplatte). 

Beispiel 7 
Adhasionstest mit N. pusilla 

Zum Testen der Antifoulmgaktivitat im LabormaBstab wird der Adh§sionstest mit einer 1-Algen-K.ultur der 
Kieselalge N. pusilla durchgefuhrt N. pusiUa wird nacii 5— 6tagiger Kultiviening im Batchverfahren (siehe 
Beispiel 5) geemtet, in 6 1 sterilem ASW-Medium (Van Baaien 1962) aufgenommen und auf eine Zellzahl von — 
2 • IG^ Zellen • ml'^ eingestellt Danach wird diese Algensuspension auf sterile Erlenmeyerkolben (200 ml) mit 
Weithals (5 cm) verteilt Vorbereitung der PVC-Plattchen: PVC-Plattchen (20 x 40 mmX die an den Seiten mit 2 
Ideinen Ldchem versehen sind, werden mit 2 Schichten einer M ischung aus Bindemittel + Extrakt (Rohcyano- 
bacterin bzw. Rohsaponin) bzw. Bindemittel + Losungsmittel im Verhditnis 40 : 1 (1 g Bindemittel + 25 mg 
Extrakt/0^ ml Ldsungsmittel) bzw. Bindemittel pur gestrichen, an den Seiten f estes Gam durchgezogen und 24 
Std. hangend getrocknet Der Extrakt wird, wenn nicht anders gekennzeichnet, in einer Konzentration von 
100 mg • ml~^ apptiziert, d h. fur ein Verhditnis von Bindemittel : Ldsungsmittel = 40:1 wird der Extrakt in 
2,5% Gewichtsprozenten appUziert Die PVC-Plattchen werden in o. g. Algensuspension von N- pusilla getaucht 
(Plittchen mussen voUstlUidig bedeckt und aulrecht sein). Danach werden die mit der Algensuspension von N. 
pusilla und den PVOPItttchen versehenen Erlenmeyerkolben fQr 5—90 Tage bei 15^C und Dauerlicht 
(20 ^E • m"*^ • s'^) (Lichtkiihlkammer) inkubiert Dabei werden die Suspensionen von N. pusilla mit den ent- 
sprechenden PVC-Plattchen im Kreisschuttler bei 180 U • min~^ geschuttelt 

Nach 5— 90t§giger Inkubation der PVC-Testplattchen erfolgt die Auswertung des Adhasionstestes in Form 
einer visueilen Einschatzung (Bewuchs in %; Hemmung des Bewuchses in %) und durch exakte Ermittlung der 
Zeiizahl im Bewuchs. Dazu wird der Bewuclu mit Gummiwischem sanft abgeschabt, in 5 ml sterilem Aqua dest 
aufgenommen und mit 0,5 ml Lugolscher Ldsung fixiert Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mittels der 
Zihlkammer nach THO^tA unter dem Lichtmikroskop (Olympus CH-2). 

Beispiel 8 

Adhasionstest mit N pusilla unter Einsatz verschiedener Bindemittel-ZLdsungsmitteln kombinationen 



Die Auswahl eines geeigneten Tragers fur den Wirkstoff d. h. eines Bindemittels, spielt eine ganz entscheiden- 
de RoUe fOr dessen Erfoig als Antifoulingsystem. Weiterhin ist auch die Verwendung eines geeigneten Ldsungs- 
mittels zum Ldsen des Wirkstoff es und zum Einbinden in den Anstrich von groBer Bedeutung. Es mOssen die 
nachfolgend zusammengestellten Kriterien ffir die Verwendung der entsprechenden Binde- und Ldsungsmittel 
im Adhisionstest beachtet werden: 
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Bindemittel 


Losungsmittel 


MIschung aus Binde- und 
Losungsmittel 


soUte 

• nicht toxisch wirken 

• keine chemischen 
\\%kungeii mit dem 
WirkstoflT eingehen, die 
dessen Wirkung aulBer 
Kraft setzen bzw. 
reduzieren 

V uDer guie puinDUuungs-' 
iind Haltbarkeitseigen- 
schaften veifugen 
(Bindemittel muB 
mechanisch stabil sein) 


sollte 

• denWiikstoflF(Extrakt) 
gutidsea 

• gute Ldslichkeit und 
Vermischung mit dem 
jeweiligen Bindemittel 
emioglichen 

• nicht toxisch wiiken 
(keine Wachstums- und 
Adliasionshemmung) 


• gute Filmbildung 

• keintoxischerEfifekt 
(keine Wachstums- und 
AdhSsionshemmung) 



Hinsichtlich dieser Kriterien werden zahlreiche Versuchsserien mit unterschiedlichen Kombinationen von 
Binde- und Losungsmitteln durchgefuhrt und ausgewertet 30 
Als Bindemittel werden in diesen Versuchen eingesetzt: 

— die Farbmuster B und E der Firma BOFA— BAEUERLE, Vinylharz rot, Vinylharz weiB, Acrylharz rot 
und Acrylharz weiS der Firma BROHL CHEMIE 

35 

Zum Vergleich wu-d der spezielle Antifoulinganstrich Clean-Snip 200, 522^4039 als repr^sentativer kommer- 
zieller Antifoulinganstrich mitgefuhrt 
Als Ldsungsmittel konunen zum Einsatz: 

— Ethanol, Naphtha, Glycolether, XyloL 40 

Folgende Tabellen (Tabelle 3 und 4) zeigen einen Ausschnitt aus den Versuchsserien. Als beste Kombination 
von Bindemittel/Ldsungsmittel hinsichtiich der o. g. Kriterien kristallisiert sich dabei die Mischung aus Vinylharz 
weiB und Naphtha heraus (vgL Tabelle 3 und 4), da: 

45 

1. eine gute Loslichkeit und Vermischung von Vinylharz weifi und Naphtha sowie eine gute Filmbildung 
gewihrleistet sind (Tabelle 4) 

Z ein starker Bewuchs induziert wird, der auf weiBem Untergrund gut sichtbar ist und der nach 90 Tagen 
noch stabil ist (Tabelle 4) 

3. Vinylharz weifi als Bindemittel mechanisch stabil ist (gehort zu den Antifoulmgs mit unldslicher Matrix) so 
(TabeUe4) 

4. keine toxischen Effekte festgesteDt werden (Tabelle 4) 

— kein Anheftungshemmung 

— keine Wachstumshemmung(vgLBeispiel 10a)) 

5. sich fast alle Extrakte gut in Naphtha losen (Ausnahme: wafiriger Extrakt von A. rubens, hier Ldsungsmit- S5 
tel Essigsaurebutylester) 

Mit dieser Mischung aus Vinylharz weiB und Naphtha wird daraufhin der Adhisionstest mit N. pusilla unter 
Einbettimg des im Beispiel 9 aufgefOhrten Rohcyanobacterins aus S. hofmanni und des Rohsaponins aus A. 
rubens durchgefuhrt so 
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Beispiel 9 

Adhasionstest mit N. ptisilla unter Einbettung voa Rohcyanobacterin aus S. hofmanni und Rohsaponin aus A. 

nibens 
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Durch Extraktion rait "^ro gewonnenes Rohcyanobacterin aus S. hofi^^m wird in einer Konzentration von 
10, 50 und 100 mg • ml"* in Naphtha gelost, durch Extraktion mit Ethanol gewonnenes Rohsap nin aus A. 
nibens in einer Konzentration von 100 mg • ml' * in EssigsSLurebutyiester. Da sich das Rohsaponin aus A- rubens 
am hasten In Aqua dest Idst, muB zum Einbinden in den Anstrich Essigsaurebutyiester als Ldsungsvermittler 

5 eingesetzt werden. Die geldsten Extrakte werden anschlieBend in das Bindemittel Vinylharz weiB im Verhaitnis 
40 : 1 (1 g Bindemittel + 25 mg Extrakt/0;Z5 ml Ldsungsmittel) eingebettet (vgL Beispiel 7) und der Bewuchs 
ausgewertet (vgL Beispiel 7^ Tabelle 5 zeigt die Wirkung von Rohcyanobacterin (100 mg • ml"**) und Rohsapo* 
nin (100 mg • ml^ *) auf den Bewuchs durch N. pusilla. 

Bei Einsatz von 100 mg •ml"* Rohcyanobacterin aus S. hofmanni wird eine ca. 98%ige Hemmung des 

10 Bewuchses erreicht (siehe Tabelle 5). Die geringe Hemmwirkung des Rohsaponins aus A. rubens (100 mg • ml"" 
*) (ca. 55%ige Hemmung des Bewuchses) ist darauf zurfickzufuhren, daB mit dieser Methode nur 20% der 
Rohsaponme in den Anstrich eingebunden werden (siehe TabeUe 5)l 

Bei Einsatz von Rohcyanobacterin unterschiedlicher Konzentrationen aus S. hofmanni zeigt sich, daB eine 
Einbettung einer Konzentration von lOmg • ml"* (0»25% Gewichtsprozent) ausrek:ht, um eine signifikante 

15 Inhibierung des Bewuchses zu erreichen (siehe TabeUe 6). 
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Beispiel 10 

Wachstums- und Vitalititstests mit N. pusilla 

Um zu kllren, ob der Testanstrich im Adhasionstest nur die Adhasion der Kieselalge N pusilla verhindert oder 
aber, ob abgegebene Stoffe durch den Auslaugungseffekt insgesamt die Vitalitat der Algen in der Suspension 
beeintrachtigen, wird zusatzlich das Wachstum und die Vitalitat (Prozentsatz an lebenden Zellen) von R pusilla 
vor, wihrend und nach Inkubation der entsprechenden PVC-Plittchen im Adhasionstest untersucht Folgende 
spezifische Tests werden durchgefuhrt: 

a) Messen der Absorption der Algensuspension 



c) Vital^bungen mit Trypanblau 



10 



Zur Ermittlung des Wachstums der die PVC-Plattchen umgebenden N. pusilla-Suspensionen wird die Absorp- 
tion am Spektralphotometer bei 750 (TrubungX 680 (Chlorophyll a-Gehalt in vivo) und 490 nm (Carotin-Gehalt 
in vivo) gemessen. I5 

b)Plattentest 

Durch die Anwendung des Plattentests wird die Rekultivierung ("das Wiederanwachsen*^ der jeweiligen N 
pusilla-Suspensionen, in die die entsprechenden PVC-Plittchen mit Bindemittel und Extrakt bzw. Losungsmittel 20 
gehangt werden, auf Agarplatten verfolgt Die Agarplatten werden, wie unter Beispiel 6 beschrieben, vorberei- 

tCL 



25 



Der Prozentsatz an lebenden Zellen wird anhand von Vitalf irbungen mit Trypanblau ermittelt (Lindl & Bauer 
1994). 50 ^1 Algensuspension von N. pusilla werden mit 50 \i\ 0,4% Trypanblauldsung versetzt, 5 min bei Raum- 
temperatur inkubiert und anschlieBend die Zellzahl nicht angefarbter und angefarbter Zellen mittels der Zahl- 
kammer nach THOMA unter dem Lichtmikroskop (Olympus CH-2) bestimmt: Lebende Zellen sind nicht 
angefarbt Tote Zellen sind durchgingig blau angefarbt. Der Prozentsatz an lebenden ZeUen errechnet sich nach 30 
folgendem Schema: 

uoge&bte Zellen 

% lebende Zellen = x 100 35 

unge&bte Zellen + ge&rbte Zellen 

Tabellen 7 und 8 zeigen die Ergebnisse der Wachstumstests, die zur Toxizitatsbesttmmung neben den Unter- 40 
suchungen zur Verhinderung von Bewuchs durch Applikation von Rohcyanobacterin aus S. hofmanni und 
Rohsaponin aus A. nibens mitgefOhrt werden. 

Die Einbettiuig von Rohcyanobacterin aus S. hofmanni fuhrt bei Verwendung einer Konzentration von 
100 mg • ml~^ zur Vitalitatsbeeintrachtigung, die sich im Laufe des Untersuchungszeitraumes verstarkt, was 
dafOr spricht, daB das Rohcyanobacterin allmihilch aus dem Bindemittel Vinylharz weiB h^igesetzt wird (Aus- 45 
laugungsef fekt) (siehe Tabelle 7). 

Bei Applikation von 10 mg • ml"^ ist eine sehr geringe ToxizitSt zu verzeichnen (siehe Tabelle 8),obwohi die 
Bewuchshemmung genauso stark ist (Tabelle 6). Durch Vitalfarbungen (Anfarbung mit Trypanblau) wird ge- 
zeigt, daB bei Einsatz von 10 mg • ml"^ Rohcyanobacterin keine Toxizitat vorliegt (97% der Zellen sind 
lebensfahig). Im Falle der Einbettung des Rohsaponins aus A. rubens (100 mg • ml~^) wird nur eine geringe so 
Toxizitat (25%) nachgewiesen (siehe Tabelle 7). 
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— Van Baaleii,C(19S^Stuclies on marine blue-green algae. Bot m9^K 129—139 

Patentanspriiche 

5 1. Verwendung von Sektindarmetaboliten aus SQBwasser- und Meeresorganismen als natOriiche Antifou- 

ling-Wirkstoffc 

Z Verwendung von Sekundarmetaboliten aus SuBwasser- und Meeresorganismen gemiB Anspruch 1, 
wobei die Sekundarmetabolite durch Extraktion von Cyanobacterien (Blaualgen) gewonnen werden. 

3. Verwendung von Sekundarmetaboliten aus SuBwasser- und Meeresorganismen gemaB Anspruch 1, 
10 wobei die Sekundarmetabolite durch Extraktion von marinen Invertebraten (WirbeOosen) gewonnen wer- 
den. 

4. Verwendung von Sekundirmetabollten aus SQBwasser- und Meeresorganismen gemiB den AnsprQchen 1 
und 2, wobei es sich bei den SuBwasserorganismen um das Cyanobacterium Scytonema hofmanni handelt 

5. Verwendung von Sekundarmetaboliten aus SQBwasser- und Meeresorganismen gemiB den AnsprQchen I 
15 und 3, wobei es sich bei den Meeresorganismen um den Gemeinen Seestem Asterias rubens handelt 

6. Verwendung einer Mischung aus dem Bindemittel Vinylharz weiB und den Ldsungsmitteln Naphtha und 
Essigsaurebutylester zur Einbettung der Antifouling-Wirkstoffe gemaB Anspruch 1. 

7. Zubereitung einer Mischung von Rohcyanobacterin aus Scytonema hofmanni und Naphtha in Form einer 
Ldsung, Vermischung mit dem Bindemittel Vinylharz weiB zu 0^% Gewichtsprozenten gemiB den An- 

20 spruchen l,2und4. 

8. Zubereitung einer Mischung von Rohsaponin aus Asterias rubens und Essigsiurebutylester in Form einer 
Ldsung, Vermischung mit dem Bindemittel Vinylharz weiB zu 2^ % Gewichtsprozenten gemiB den AnsprQ- 
chen 1,3 und 5. 
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